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© Mucopoiysaccharides possedant des proprietes bioiogiques. leur preparation et lew application en tant qua 
medicaments. 

© L'invention vise des mucopolysaccharides biotogique- 
ment actifs plus specrfiques que I'heparine, notamment 
vis-a-vis du facteur Xa du sang. Ces mucopolysaccharides 
peuvent etre obtenus par depolymerisation partielle, dans 
des conditions menagees d'heparine par action d'un agent 
chimique tel que I'acide nitreux. 

Las conditions mises en oeuvre permettent d obtemr des 
mucopolysaccharides possedant un titre USP plus faible que 
celui de I'heparine de depart et un titre Yin-Wessler au moms 
egal a' celui de cette heparins. Ces produits sorrt utilisables. 
notamment en tant que medicaments antithrombotiques. 
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"Mucopolysaccharides nossWant- *f*s nroori^tns bioloqi'nies, 
leur preparation et leur application en tant que medica- 
ment s" 

L 1 invention est relative a des compositions mucopo- 
lysaccharidiques possedant des proprietes biologiques leur 
permettant notamment de controler de maniere hautement spe- 
cifique certaines etapes de la coagulation sanguine. Elle 
concerne egalement leur preparation et leur application en 
tant que principe actif de medicament. 

L 1 invention concerne plus particulierement des 
compositions de mucopolysaccharides (produits designes 
ci-apres par 1 ' abreviation MPS) possedant une activite plus 
selective que 1* heparine, a savoir, vis-a-vis du facteur X 
active, ou facteur Xa, du sang, et par la une activite anti- 
thrombotique puissante sans entralner de risques hemor- 
ragiques pour le patient. 

La recherche de voies d'acces a des produits 
du type evoque ci-dessus, de mise en oeuvre aisee et a 
rendement eleve, a amene les inventeurs a etudier plus 
specialement la d£polymerisation de 1' heparine par voie 
chimique. 

On not era que le terme heparine est utilise dans la 
description et les revendications dans son sens le plus 
large, pour designer indif f eremment une preparation d 1 he- 
parine commerciale de qualite pharmaceutique ou une heparine 
brute telle qu f obtenue par extraction a partir de materiaux 
biologiques, en particulier de tissus de mammiferes. 

On sait que l'heparine exerce son activite anti- 
coagulante en potentialisant l'effet inhibiteur de IVanti- 
thrombine III (AT III) , qui est une proteine du plasma, 
vis-a-vis des cascades de reactions enzymatiques mises en 
jeu au cours de la coagulation. 

Etant donne que l'heparine est capable de deprimer 
simultanement un grand nombre de facteurs de la coagula- 
tion intervenant dans la creation et le maintien des dif fe- 
rentes formes d 'hypercoagulability, son activite n'apparalt 
pas specif ique mais globale. 

Si cette activite anticoagulante s'avere prrcieuse, 
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.11. rend toutefois delicat le reeguilibrage du systeme 
coagulation-fibrinolyse chez les patients en traitement 
et ce, en raison du caractere global de son action. II 
s-ensuit que* 1 • administration (dans le but de prevenxr les 
risques d ■ hypercoagulation , par exemple V apparition de 
thr omboses postchirurgicales) .. de doses trop e evees de 
m , a icament anticoagulant, ou 1 • insuf f isante ^lectxvxte 
de ce medicament, peut finalement etre a 1'origine d'hemor- 

raaies graves- 

Les inventeurs ont alors r.cherch* des compositxons 

ae «PS comportant des chalnes de MPS derivees 
Sparine, mais plus satisfaisantes que les chaxnes d he- 
parin, au regard de leurs propri*tes biologigues _ 

L 'etude approfondl. d. conditions vanees de depoly- 
^risation de 1 •heparin, a — Us lnv.nt.urs a <»»■»«- 
ter ,u.U .st possible, en operent dans c.rt.xn.s conditions 
„eoa,ees. de depolymeriser partiellement les chaxnes d he- 
parins W> - degre correspondent a l'-*-*^'™ 
imposition de MPS possedant de precieuses proprxet^s antx- 
thro»boti,ues. Ces HPS sent capables d'lnhiber le fecteur 
HxTun deqre de selectivity plus sieve que rheparlne 
alors que leur eotivit* anticoagulante globale est plus 
reible que cell, de !• heparins. lis pr.s.ntent en consequence 
■ cn rapport avantageux de leur tltre Vio-Hessler et d. l.ur 

titr " Trappelle que 1'eotivite Vin-wessler est plus specia- 
lemmt representative de 1'aptitude des produits actxfs 
I potentialiser !• inhibition du facteur Xa du ssnq par 

■AT III dens le test correspondent et le titr. USP du pou- 
volr des produits actif. * inhiber la coagulation totale 

du sang ou au plasma. ' 

le titre Yin-Wessler est mesure salon la methode 
aecrite par ces auteurs dans J.Leb. Clin. Med. 1976, 81. 
». a 300 et le titre OSP selon le methode decrxte dans 
..Pharmacopea of the United Stetes of America', pages 229 
et 230 (voir egalement le deuxieme supplement USP-HH.page 
H et is guatrieme supplement OSP.page 90. intitule respec- 
tlvement "Drug substances" et "Dosage forms"). 
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L 1 invention a 'done pour but de fournir de nouvelles 
compositions de MPS a activite anti-Xa elevee et presen- 
tant a l'egard du facteur Xa une selectivite remarquable 
dans le cadre des reactions enzymatiques successives qui ca- 
ract^risent le processus de coagulation. 

Elle vise egalement a fournir un procede de prepara- 
tiondes produitS du type, en question * partir d'heparine, 
de mise en oeuvre aisee pour une exploitation industrielle 
et permettant l'obtention de rendements eleves. 

L 1 invention a, en outre, pour but de fournir des 
principes actifs de medicaments et les medicaments eux-memes 
capables notamment d'inhiber le facteur Xa selon un degre 
de selectivite eleve alors que leur activite sur la coagu- 
lation globale peut etre maintenue a un niveau tres faible. 

Les compositions de MPS selon 1' invention sont sus- 
ceptibles d'etre obtenues a partir de l'heparine ou de 
fractions comportant des constituants hepariniques de poids 
moleculaires s'etageant notamment d» environ 2000 a 50 OOO 
tels qu^btenus par extraction a partir de tissus de mammi- 
feres. 

Ces compositions sont caracterisees notamment par les 
points suivants : elles sont solubles dans un milieu hydro- 
alcoolique (eau-ethanol) ayant un titre de 55-62° GL, elles 
tendent vers 1 1 insolubility dans un milieu eau-ethanol 
ayant une teneur en alcool plus Elevee et elles sont inso- 
lubles dans 1' alcool pur. Elles presentent des titres Y-w 
et USP respectivement dans un rapport egal au moins a 2, 
notamment d'au moins 3, avantageusemeht super ieur a 6, voire 
^ 10. Les rapports YW/APTT sont equivalents, menie encore plus faibles. 

Les compositions selon la presente invention sont 
plus particulierement caracterisees encore par le fait 
qu' elles comportent des chalnes de MPS a motifs terminaux 
possedant la structure de base 2, 5-anhydro-D-manno dont 
la fonction alcool primaire en 6 est substitute ou non 
par un groupe -SO^. 

Ce motif terminal est caracterise par la formule 
generale suivante : 
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CH 2 OR 2 




ou R. represente un groupement fonctionnel choisi notam- 
ment parmi des groupements aldehyde, alcool ou acide 
carboxylique ou leurs derives, notamment les acetals, amides, 
ethers, esters ou sels correspondants et 
r un atome d'hydrogene ou un groupe SO3. 

2 Dans un aspect avantageux de 1 ' invention est 

constitue par un groupe aldehyde, acide carboxylique ou 
alcool. 

Des compositions preferees selon 1- invention sont 
caracterisees par des rapports YW/USP de l'ordre de 10 ou 
superieurs, avec une activite Yin-Wessler super ieure a 
200 ui/mg, ou avantageusement super ieure a 2 SO ui/mg. 

De preference encore, les produits selon 1' inven- 
tion sont constitues par une majeure partie d'especes de 
poids moleculaire de 2.0OO a fi.OOO daltons environ ce qui 
correspond a des structures ayant de 8 a entites saccha- 
ridiques. 

Ces produits peuvent etre obtenus par depolymeri- 
sation de l'heparine selon le procede defini ci-apres. 

A cet effet, on soumet de l'heparine ayant des 
chaines d'un poids moleculaire de l'ordre de 2.000 a SO.OOO 
4 1' action menagee d'un agent chimique capable de depolyme^ 
riser ou fragmenter les chaines hepariniques , notamment a 
1' action menagee de 1' acide nitreux, cette reaction etant 
effectuee dans des conditions ajustees les unes aux autres 
afin de permettre l'obtention d'une depolymerisation par- 
tielle du materiau hpparinique de depart jusqu'a l'obten- 
tion d'un melange forme en majeure partie de produits ayant 
des titres Yin-Wessler et USP dans un rapport superieur a 2, 
notamment d'au moins 3, avantageusement superieur a 6..voire 
a 10. 
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,une activite anti-Xa (Yin-Wessler) de l'ordre d'au moins 
200 ui/mg,et ccmportant des groupes reducteurs terminaux 
de structure 2, 5-anhydro-D-mannose : 



CH 2 0H 



.A 



Ces groupes terminaux resultent de 1' action de 
l'acide nitreux au niveau des motifs N-sulfate-glucosa- 
mine de l'heparine. 

La depolymerisation de l'heparine peut etre egalement 
avantageusement conduite de maniere a obtenir une compo- 
sition formee d'especes moleculaires dont la majeure par- 
tie, avantageusement plus de 80X en poids. par rapport a 
l'heparine initiale, est soluble dans un milieu hydros 
alcoolique (eau-ethanol) ayant un titre de 55-62- GL, de 
preference de l'ordre de 58»GL. Les conditions de depoly- 
merisation peuvent etre egalement ajustees par rapport 
au poids moleculaire de la majeure partie des especes presen- 
tes dans le melange de depolymerisation. Ces conditions seront 
alors fixees afin d 'obtenir une majorite d'especes de 
poids moleculaire d' environ 20O0 a 8000 daltons (notamment 
de 3000 a 5000 daltons) , ce qui correspond a des structures 
formees de 8 a 4° motifs saccharidiques. 

Lorsque le degre de depolymerisation souhaite 
est atteint, on separe du melange de depolymerisation 
les MPS qui sont precipitables par un solvant alcoolique et 

on les recupere. 

D'une maniere avantageuse, il s'agit de MPS qui 
constituent en quelque sorte une heparine "amelioree" . lis 
possedent, en effet, de precieuses proprietes biologiques, 
en particulier un titre USP plus faible que celui de l'hepari- 
ne de depart alors que l'activite Yin-Wessler initiale pre- 
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sente dans l 1 heparine est conservee,- sinon augment^e. 

En outre, d'une maniere avantageuse, le procede 
de 1* invention peut etre mis en oeuvre avec une heparine de 
qualite pharmaceutique, telle que disponible dans le 
5 commerce, cette heparine etant farmee d'une majorite d'es- 
peces qui sont insolubles dans un milieu hydro-alcoolique 
ayant un titre de 55-61°GL, de preference de 58°GL. 

En effectuant la depolymerisation partielle connive 
indique ci-dessus, on recouvre des chalnes hepariniques 
10 possedant des proprietes biologiques plus selectives. D'une 
maniere generale, cette recuperation de chalnes actives 
s'effectue avec des rendements eleves, jusqu'a 80% ou plus 
par rapport a la quantite d' heparine traitee. 

Ce melange de chalnes actives peut etre utilise 
15 tel quel, apres avoir subi, compte-tenu des applications the- 
rapeutiques envisagees, des operations de purification clas- 
siques telles que la dialyse, la mise en contact avec des 
resines echangeuses d'ions, en parti culier des operations de 
chromatographies 
2o Selon une disposition supplementaire, avantageu- 

sement mise en oeuvre afin de disposer d'un melange de MPS 
possedant des groupements terminaux de plus grande stabi- 
lity, on soumet le melange precedemment obtenu a un traite- 
ment permettant la transformation du groupe aldehyde en un 
25 groupement fonctionnel plus stable, notamment en un groupe- 
ment acide ou alcool. 

Dans un mode prefere de realisation du procede 
de 1 'invention, on met avantageusement en oeuvre coirane ma- 
tiere premiere une heparine possedant un poids moleculaire 
30 de 2000 a 50 OOO environ. 

II peut s'agir d'une heparine de qualite pharmaceu- 
tique classique, injectable, ou d f une heparine brute telle 
qu'elle est obtenue a 1' issue des operations d 1 extraction 
de ceprincipe actif a parti r de tissus ou d'organes de mammi- 
35 feres, notamment de mucus d'intestins ou de poumons, par 

exemple, de pore ou de boeuf . Elle peut encore etre consti- 
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tuee par les produits qui sont normalement ecartes lors 
de la purification d'une heparine en vue de l'obtention 
d'une heparine de qualite injectable et d'activite spe- 
cifique plus elevee. 

L • heparine mise en oeuvre est soumise a 1' action 
d'un agent chimique capable, dans les conditions menagees 
utilisees/de depolymeriser partiellement 1* heparine en 
conduisant a des chalnes biologiquement actives telles 
qu'evoquees ci-dessus. 

On a plus specialement recours a 1 1 acide nitreux 
HN0 2 . Cet acide agit au niveau des motifs N-sulf ate-glu- 
cosamine de l 1 heparine et les transforme en groupements 
de structure 2, 5-anhydro-D-mannose . Avantageusement, on 
produit 1' acide nitreux in situ par addition, selon des 
quantites controlees, d'un acide a un dorive de 1' acide ni- 
treux, en particulier a un sel bu un ether-sel .Dans un mo- 
de de realisation avantage\ix de 1 ' invention, on utilise un 
sel a leal in ou alcalino-terreux, plus particulierement le nitrite de 
sodium Na*30 2 - Pour engendrer in situ 1' acide nitreux, on 
ajoute des quantites controlees d'un acide comportant, de 
preference, des anions physiologiquement compatibles, tel 
que 1* acide acetique ou encore 1' acide chlorhydrique. 

L' action de 1' acide nitreux sur 1* heparine est 
avantageusement effectuee en milieu aqueux. 

La mise en oeuvre de ces disposition presente un 
interet tout particulier au regard des applications bio- 
logiques envisagees. 

Le milieu aqueux dans lequel onrealise la depoly- 
merisation constitue, en effet, un milieu physiologiquement 
acceptable, ce qui permet d'eviter tout probleme concernant 
1' elimination d'un solvant nuisible pour lesdites applications. En outre, 
le sel qui se forme dans le milieu lors de la production 
d 1 acide nitreux est un sel hydrosoluble, a savoir, du 
chlorure de sodium, dont la presence n'apparait pas non 
plus genante. Les etapes de purification ulterieure du 
melange de drpolv.n^risat ion evoquees ci-dessus s'en trouvent 
.ionc facilities, aucun compose ou espece organique n'etant 
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introduit dans le milieu reactionnel. 

Les divers parametres qui interviennent lors d ! une 
reaction chimique, en particulier les concentrations en 
reactifs, la duree, la temperature et le pH, sont ajustes 
5 les uns aux autres af in d'obtenir les produits desires dans 
des conditions experimentales les plus satisf aisantes . 

On sait, a cet egard, combien ces differents para- 
metres sont genera lement etroitement lies* 

Tl est clair que la modification d'un de ces 
10 facteurs peut entrainer un ajustement d'un ou de plusieurs 
autres facteurs en consequence. 

L 1 etude de ces conditions experimentales par la 
demanderesse a montre qu'il est avantageux de mettre en 
oeuvre les reactifs selon des quantites conduisant a une 
15 concentration finale en heparine de l'ordre de 1 a 10 g de 
preference, de 1,5 a 5 g, notamment voisine de 2 g pour 
100 ml de milieu reactionnel, la concentration finale en 
nitrite de sodium pouvant varier de 0,02 M a 0,1 M environ 
et etant de preference de l'ordre de 0,05 M. L'acide 
20 chlorhydrique est utilise en quantite .suf f isante pour l'ob- 
tention d'un pH du milieu reactionnel de l'ordre de 2 a 3, 
avantageusement de 2,2 a 2,7 de preference de 2,5. 

En operant a une temperature de l'ordre de 0 a 
10°C, de preference de l'ordre de 4°C, on laisse reagir pen- 
25 dant une duree suf f isante pour l'obtention du degre de 

depolymerisation souhaite. A titre indicatif, une incuba- 
tion de 10 mn environ est apparue suffisante quand on 
opere a 4°C. 

30 on interrompt alors 1' operation de depolymerisa- 

. tion. 

A cet effet, on a recours avantageusement a une 
augmentation du pH du milieu. 

L' addition d'un agent alcalin, par example, de 
3S soude, en quantite suffisante pour obtenir un pH au moins 
neutre ou legerement alcalin, permet 1 ' i nterruption sou- 
haitee de la reaction de depolvmerisat ion . 
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On separe ensuite les mucopolysaccharides qui pre- 
cipitent avec un solvant alcoolique. 

L 1 utilisation d'ethanol absolu, a raison d -environ 
5 volumes, permet d'obtenir la separation souhaitee. 

Le precipite est recupere et, en vue de son 
utilisation, lave et seche. 

Par.mise en oeuvre des dispositions indiquees 
ci-dessus, on isole des MPS possedant des titres YW/USP 
dans un rapport de l'ordre de lO/l, avec un titre en 
activity Yin-wessler superieur a 200 ui/mg, et ce, a partir 
d Sparine de depart ayant des rapports YW/USP de l'ordre 
de 1. 

Selon une disposition supplemental, on transform? 
les fonctions aldehyde des groupes terminaux reducteurs 
en groupements fonctionnels plus stables tels que des 
groupements fonctionnels plus stables tels que des 
groupements alcool ou acide . ce qui conduit a des chai- 
nes de MPS terminees pour la plupart par des motifs de 
structure 2 , 5-anhydro-D-mannitol ou acide 2,5-anhy- 

dro-D-mannonique . 

Pour transformer les groupes terminaux 2,5-anhydro- 
D-mannose, en groupes 2,5 anhydro-D-mannitol, on soumet 
les produits precedemment recueillis du precipite a 
1' action d'un agent reducteur en mettant en oeuvre. les con- 
ditions permettant d'obtenir au moins en partie la trans- 
formation souhaitee. 

L' agent reducteur est choisi parmi ceux utilises 
habituellement pour la transformation des groupes al- 
dehyde en groupes alcool. Parmi ces agents, il apparalt 
avantageux de mettre en oeuvre un borohydrure metallique. 

On realise avantageusement la reaction en milieu 
aqueux en presence de borohydrure de sodium ou de potassium 
durant plusieurs heures. 

En operant a temperature ambiante, de preference 
sous agitation, il apparalt suffisant de laisser le melan- 
ge reagir durant environ 4 heures. On obr.erve une aug- 
mentation du P H du milieu reactionnel. Ce pH oeut 



0037319 



io 



atteindre une valeur de l'ordre de IO dans le cas de 
1' utilisation de Na BH 4 ou l'on observe une liberation de 
soude. 

Afin de detruire le borohydrure qui n'a pas reagi, 
on abaisse le pH par addition d'acide. 

Dans le cas particulier considere, il apparalt 
avantageux d'abaisser le pH h 4 par addition, par exemple, 
d'acide acetique. 

On rea juste ensuite le pH a une valeur voisine 
de la neutrality en particulier de l'ordre de 7,5 
par addition d'un agent alcalin, par exemple, de soude. 

On recupere du milieu reactionnel ceux des produits 
qui peuvent etre precipites par de l'alcool et l'on recu- 
pere le precipite forme qui renferme les produits recher- 
15 ches dans lesquels la terminaison de structure 2,5-anhydro- 
D-mannose a ete transformee en structure 2 , 5-anhydro-D- 
mannitol. 

La precipitation en question peut etre ef fectuee par 
addition d'alcool ethylique absolu, avantageusement, a 

20 raison de 5 volumes. 

Pourisoler les produits reduits recherches, on 
precede avantageusement a une centrifugation et l'on 
recueille le culot de centrifugation qui est ensuite, sjt on 
le desire, lave et seche. 

L' etude des MPS ainsi obtenus montre qu'ils possedent 
cop fit res YW/USP dans un rapport de l'ordre de 10 
ou superieur, avec des titres en activite Yin-Wessler 
superieurs a 200 ui/mg# avantageusement superieurs a 
250 ui/mg. 

Selon une variante, on transforme les groupes 
2,5-anhydro-D-mannose en groupes acide 2, 5-anhydro-D- 
mannomque. 

On fait reagir dans les conditions necessaires 
. pour obtenir la transformation souhaitee les produits 
35 comportant les groupes terminaux 2 ,.5-anhydro-D-mannose 
avec un agent oxydant choisi parmi ceux habituellement 
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utilises pour la transformation des groupes aldehyde en 
groupes acide carboxylique, en particulier les perman- 
ganates. 

La reaction est avantageusement realisee en milieu 
aqueux a un pH superieur a la neutralite. 

L'oxydation des groupements aldehyde en groupe- 
ments acide entralne une chute du pH qu'il est avanta- 
geux d'ajuster constamment au cours de la reaction. 

En operant a la temperature ambiante, on obtient 
au bout de 15 heures environ l'oxydation souhaitee. On 
recupere du melange reactionnel les produits qui precipi- 
tent avec un solvant alcoolique. 

Le precipite est ensuite avantageusement lave et 

seche. 

II est entendu que les indications de poids mole- 
culaires qui precedent (et qui suivent, notamment dans les 
exemples) decoulent des mesures de temps de retention de 
solutions ayant une teneur determinee de matiere etudiee, 
dans des experiences de gel-permeation a travers une 
colonne de gel, dans des conditions dilution egalement 
determinees/ les logarithmes de ces indications de 
poids moleculaire etant dans la meme relation de 
proportionnalite vis-a-vis des temps de retention mesu- 
res susdits, que le sont ceux des poids moleculaires de 
4000, 6500, 16000 et 31 000 respectivement, de polys- 
tyrene-sulfonates de sodium etalons, notamment ceux com- 
mercialises par la societe dite CHROMPACK (Orsay-les-Ulis, 
France) , vis-a-vis de leur temps de retention respec- 
tifs, mesures dans un systeme et sous des conditions de 
gel-permeation identiques. 

Dans la mesure oil les produits traites quels 
que soit le degre de purification atteint, se trouvent a 
I'etat de sels d'un metal physiologiquement acceptable, 
tel que le sodium, ils peuvent ensuite etre transformes 
en des sels mixtes ou simples contenant un autre metal 
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phvsioloaiquement acceptable, tel que le calcium, par 
tout precede applicable aux sels d'heparine. Avantageuse- 
ment, on pourra avoir recours au procede decrit dans le 
brevet francais No 73 13580 depose le 13 avril 1973 au 
5 nom de la demanderesse. On rappelle que ce procede con- 
siste essentiellement, partant par exemple d'un sel de 
sodium d'heparine, a mettre celui-ci en contact avec un 
• sel different d'un autre metal physiologiquement acceptable, 
par exemple. le chlorure de calcium, au sein d'une solu- 
10 Hon. a proepder ensuite a la separation des ions metal- 
liques non li*s k l'hoparme (par exemple, par precipi- 
tation alcoolaque ou dialyse) et, dans la mesure ou le 
taux de substitution atteint n'est pas suffisant, a 
remettre en contact, au sein d'une solution, le sel mixte 
15 d'heparine obtenu au terme du premier contact, avec 

une nouvelle dose de 1' autre sel, notamment du chlorure 
de calcium, selon le taux de substitution final desire. 

D'autres caracteristiques et avantages de 1' in- 
vent ion apparaitront dans la description etui suit : 
2P EXEMPLE 1 - Depolymerisation partielle de l»heparine et 

obtentioTTd'un melange de MPS possedant des activites Yin- 
V'essler d'au moins 240 ui/m g/ un rapport de leur titre YW a 
leur titre USP d'au moins 14 et des groupes reducteurs ter- 
minaux ayant la structure du 2, 5-anhydro-D-mannose,a savoir : 

CH 

/oh 

25 1\1 



_ 0 



CHO 



le groupe bydroxyle primaire en 6 pouvant itre diversement 
substitue notamment par un groupe S0~. 

On soumet avantageusement une matiere premiere hepa- 
rinique a 1 'action menagrc de HNO^ en procedant comme suit. 
30 On dissout 60 g d'heparine commerciale ayant un 

rapport YW/USP voisin de 1 et un titre USP de 160 ui/mg dans 
3 1 d'eau distillee a + 4»C. 



On ajoute du nitrite de sodium NaNO^ en quantite 
suffisante pour avoir une solution 0,O5M, soit 10,35 g 
puis, on ajuste le pH a 2,5 a l'aide d'acide chlorhydri- 
que pur et on agite .a +4°C pendant 10 mn. On ajuste alors 
le pH a 7,5 a 1' aide de soude 5N. 

Par addition de 5 volumes d'ethanol pur (soit 
15 500 ml), on precipite les produits de la reaction* On 
recupere par centrif ugation le prpcipite forme. On le lave 
avec de l'ethanol et on le seche a 60°C sous vide profond. 
On recueille 60 g de produit presentant les caracterist i- 
ques suivantes : 

titre USP : 17 ul/mg 

titre YW : 240 ul/mg 

titre AP TT * : 12 ul/mg 

ft abreviation des termes anglais "activated partial 

thrombosplastin time" (equivalent du Temps de Cephaline 
Kaolin - Caen J. et al. L'hemostase, edit. Expansion 
Scientifique (1976-169-170) 

Dans un autre essai, on procede coirane indique 
ci-dessus mais on utilise coirane matiere de depart un 
autre lot d'heparine titrant 165 ui/mg en unites USP 
et presentarit un rapport YW/USP de I'ordre de 1. 

On en dissout 3 g dans 150 ml d ! eau distillee, 
a +4°C / 517 mg de Na N0 2 etant ensuite ajoutes au milieu 
reactionnel. 

A 1 1 issue du traitement realise coirane precedemment 
decrit, on recupere 2,8 g de produit ayant un titre USP 
de 24 ui/mg et un titre en activite Yin Wessler de 
250 ui/mg - 

Selon encore un autre essai, realise dans les 
conditions definies plus haut, on met en oeuvre 50 g 
d'heparine de titre USP, 158 ui/mg avec un rapport 
YV7/USP voisin de 1 . 

n n les dissout dans 2SOO ml d'eau distillee et a 
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♦4-C on sjoute 8.625 , to HaNO,. A 1'issue da traltement 
on recupere 46 , de produit po...d.nt les caraouensti- 
ques suivantes : 

titre USP 13 ui/rog 

titre en activite 270ui/mg 

titre APTT 7ui/ra « 
mannitol, a savoir : 




CH^OH 



1-alcool primaire en 6 pouvant etre substitue conone evo- 

aue ci-dessus. 

On dissout 47 g du produit obtenu dans 1'exemple I 
dans 1200 ml d'eau distillee a temperature ambiante. Sous 
forte agitation, on ajoute 7 g de boronydxure de potassium 
KBH . . Cette agitation est maintenue 2 heures a tempera- 
tur 4 e ambiante puis on ajoute de.l'acide acetigue au 
ndlieu reactionnel afin d'abaisser le P H a 4,0 et de 
detruire ainsi le KBH, gui n'a pas ete consomme 

On soumet le milieu k agitation pendant 30 mn, 
puis on a juste le pH a 7,5 avec de la soude 5*. 

On ajoute 5 volumes d'alcool au milieu react xonnel. 

Le precipite forme est recueilli, essore, lave avec 
de l'ethanol pur et spche sous vide a 60'C. 

On recupere 46,5 g de produit presentant les carac- 

teristigues suivantes : 

titre USP I 7 ui /^ 

titre en activite 

y S w 250 ui/mg 
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titre APTT U ui/mg 

EXEMPLE III - Depolymerisation partielle de I'heparine 

.et obtention d'un melange de MPS possedant 
des activites Yin-Wessler de 270 ui/mg, un 
rapport de leur titre YW a leur titre USP de 
, 22 et des groupes terminaux ayant la structure 
du 2,5 anhydro-D-mannitol , a savoir 



CIUOH 




le groupement hydroxy le primaire en 6 pouvant etre subs- 
titue comme deja indique. 

On dissout 40-g du produit obtenu selon le dernier 
essai rapporte dans I'exemple I dans 400 ml d'eau dis- 
tillee, a temperature ambiante. 

On a juste le pH a 8,5 avec de la soude 5N puis on 
ajoute 2 g de permanganate de potassium KMnO^ dissous 
dans 40 ml d ' eau. 

On soumet le melange reactionnel a une forte agita- 
tion pendant 15 heures. Durant cette agitation, on a juste 
constarnment le pH du melange a 8,5 avec de la soude 5N. 

Au bout de 15 heures, on ajoute 0,2 volume d'alcool 
(90 ml) pour achever de reduire le KMnO^ qui n'a pas reagi. 

On laisse le melange reactionnel au repos durant 
1 heure. On el inline par centrif ugation le precipite de 
Mn0 2 forme. Par precipitation avec de l'ethanol, on 
recupere les produits de la reaction, on les lave et on 
les seche. On recueille ainsi 35 g de produit possedant les 
caracteristiques suivantes : 

titre USP = 12 ui / mg 

titre en activite Y & W = 270 ui/ mg 
titre APTT * 8 ui/mg. 
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Les produits obtenus selon 1- invention peuvent etre 
utilises sous toutes les formes de sels therapeutiquement 
utiles, notamment de metaux physiologiquement acceptables 
(sels de sodium, calcium, magnesium ou sels mixtes) . On 
passe eventuellement de 1'un a 1'autre par le precede 
decrit dans la demande de brevet FR 73 13 580 deposee le 
13 avril 1973, au nom de la demanderesse . 

L ' etude pharmacologique des produits de 1' inven- 
tion a montre gu'ils possedent une action nettement plus 
selective, notanunent au niveau de ^inhibition du facteur 
Xa, que celle de l'heparine. 

De plus, ils presentent l'avantaqe de ne pas 
provoquer d'agregation plaquettaire avec le sang de patients 
sur lesquels l'heparine provoque nne telle reaction. 

A titre indicatif , on rapporte ci-apres les 
resultats obtenus en testant les produits de 1' invention 
dans differents systemes. 

1) On a etudie in vitro, sur sang humain,leur acti- 
vity vis-a-vis des plaguettes. . . On a ainsi constate qu'a 
des doses equivalentes ft celles.de l'heparine, ces pro- 
duits avaient 1'avantage de ne pas provoquer d'agregation 
plaquettaire du sang de patients pour lesquels l'heparine 
provoquait une telle reaction. 

2) Le temps de saignement chez des animaux trai- 
ls par des MPS conformes a 1 ■ invention a ete compare a 
celui obtenu avec de l'heparine. 

A cet effet, on a effectue une blessure sur 
1. abdomen d'un rat prealablement anesthesie et rase La 
coupure a ete effectuee par arrachage d'un lambeau de 
peauque l'on a reconvert d'une gaze pendant . 10 mn. Apres . 
extraction du sang avec de 1'eau distillee, on a mesure 
la quantite d ' h.moglobine par une methode spectrophoto- 
.Ptrique. On a exprime ies resultats en pourcentage par 
rapport a la quantite d'h^moglobine extraite pour un 
animal ayant recu un placebo. 
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En administrant 5 a 10 mg/kg des produits seion 
1' invention, la quantity d ' h^moglobine recueillie a ete 
de 130% de celle du placebo, alros que pour des doses 
d'h^parine de 1,2 et 4 mg/fcg, on a obtenu des pourcentages 
5 de 170, 180 et 325% respectivement . 

3) On a enfin etudie 1 • activite antithrombotique 
in vivo chez le lapin,selon le modele de Wessler : on a 

administrp au lapin 20 u/kq de complexe de prothrombine 
concentree (Konyne de Laboratoire Cutter), puis 0,5 ml de 
1o venin de vipere Russel pour provoquer la formation de 

thrombine. L'effet des produits selon 1 ' invention a pt* 
etudi^, comparativement a 1 1 h^parinr* lorsqu 1 on les admipistre 
15 mn avant 1* injection des produits thrombogenes. Les 
rpsultats obtenus sont les suivants : 
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D0SE HEPARINE PRODUITSDE L 1 INVENTION 

Sro u.Y & w/ug protection totale protection totale 

2 so u.Y & wAg protection totale protection totale 

125 u.Y & W/kg protection partielle protection parti el le 

62,5 u.YWAg pas de protection faible protection 



On constate done au vu des resultats de ces 
essais que les produits de 1' invention possedent une 
activite antithrombotique au moins equivalente .a celle 
de l'heparine et avantageusement exercent une reaction 

25 rooindre vis-a-vis des plaquettes et permettent de re- 

duire le temps de saignement. Ces resultats mettent done 
en evidence que les produits de 1' invention exercent une 
action tres faible sur 1' activite anticoagulante globale 
mais sont doues d * une activite antithrombotique de grand 

30 interet. 
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Avantageusement, les produits de 1 • invention sent 

deoourvus de toxicite. 

L' administration de 10 000 u/xg (titre Yin- 
Wessler), par exemple, des produits confonnes a l-exemple 1 
5 „e Provoiue chez le lapin aucune reaction toxique n. d- ef- 
f et pyrogens dans letest de pyrogenicite cnez le lapin 
conforme k la pharmacopee francaise. 

L 1 invention est done relative a des preparations 
pharmaceutics qui renferment lesdites compositions de 
pna d'au moins 200 ui/mg, et 

LO MPS ayant notamment une actxvite d au moi 

un rapport Yw/USP superieur a 6. 

Elle est plus particulierement relative a des 
preparations pharmaceutiques depourvues de substances pyro- 
Toques lorsque necessaire et contenant une quantite 
15 efficace de principes actifs en association avec des . 
exclpients pharmaceutiques. 

En particular, elle cenceme lee compoe^ions _ 
dans lesquelles le vehicule pharmaceutiqu. est appropne 
pour administration par vcie orale. Ces for.ee 
2 0 fratien a. 1' invention appropriees pour 1 • administration 

Par voie orale peuvent etre avantaqeusement des '<*f"„ 
' stroresiatantes. des co-primes =u tablettes ou des Pilules. 

D'autres compositions pharmaceutiques comprennent 
. C es compositions de MPS en association . avec les exciplents 
25 .onroori^s pour 1 • administration par voie rectale. Des 
"".administration correspondantes sent constitu.ee 
par des suppositoires. 



0037319 

19 

D'autres formes d 1 administration sont const ituees 
par des aerosols ou des pommades. 

L' invention concerne egalement des compositions 
pharmaceutiques injectables steriles ou sterilisables . 
5 Ces solutions renferment avantageusement looo a 

lOO 000 u (Yin-Wessler)/ml de produits de 1' invention, de 
preference de 5000 a SO 000, par exemple de 25 OOO u/ml, 
lorsque ces solutions sont destinees a 1' injection par voie 
sous-cutanee. Elles peuvent contenir, par exemple, de 500 
10 a lO 000, notamment 50O0 u/ml de compositions de MPS 

lorsqu' elles sont destinees a 1' injection par voie intra- 
veineuse ou par perfusion. 

Avantageusement, de telles preparations pharma- 
ceutiques sont presentees sous la forme de seringue non 
15 recuperables, pretes a l'emploi. 

L' invention concerne egalement les compositions 
pharmaceutiques contenant lesdites compositions de MPS en 
association avec u n autre principe actif, utilisable en 
particulier pour la prophylaxie et le traitement de throm- 
bose, tel qu'un agent veinotonique comme la dihydroergo- 
tamine, un sel d'acide nicotinique ou un agent thromboly- 
tique comme 1' urokinase. 

Les compositions pharmaceutiques de 1' invention 
sont particulierement adaptees pour le controle (preventif 
ou curatif) de certaines etapes de la coagulation du sang 
chez l'homme ou 1- animal, notamment dans le cas ou le patient 
est soumis a' des risques d' hypercoagulability resultant 
notamment de la liberation par l'organisme de thromboplas- 
tines, par exemple, de thromboplastines tissulaires (ope- 
rations chirurgicales, processus atheromateux, developpement 
• de tumeurs et troubles de la coagulation par des activateurs 
bacteriens ou enzymatiques, etc.). 

Afin d'illustrer 1' invention, on indique, ci-apres 
un exemple de posologie utilisable chez l'homme ': cette 
35 posologie comprend, par exemple, 1 ' administration au 

patient de 1000 a 250OO u par voie sous-cutanee, deux ou 
trois fois oar iour. s^lon le niveau des risques d'hyper- 
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coagulabilite ou la condition thrombotique du patxent, 
ou de 1000 fc 250OO u/24 heures par vol. intravexneuse, 

administrations discontinues a intervalles reguliers, ou 

5 £ois par serine) ^^^^ ^ etre 
e ont ext>rimes en unites Yin-wessxeir/ . 

^LZL ou a^ustees pour cbague patient en Action ,s 
r ,sultats et des analyses de sang effectuees auparavant la 
nature des affections dont il souffre et, d^une manxere 
10 qenerale, son e tat de sante. 

L' invention se rapporte egalement a 1 ' application 
des compositions definies ci-dessus, a la constitution 
de reactifs biologiques, utilisables en laboratoires no- 
tamment comme elements de comparaison pour 1' etude d'autres 
15 substances dont on' souhaite tester 1 • activite anticoagulante, 
notamment au- niveau de 1 • inhibition du facteur Xa. 
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1# Compositions de mucopolysaccharides, 

caracterispes par le fait qu'elles sont solubles dans un 
milieu hydro-alcoolique (eau-tthanol) ayant un titre de 
55-61°GL, de preference de 1'ordre de 58* GL, qu'elles 
5 tendent vers 1 ' insolubilite dans un milieu eau-ethanol 
ayant une teneur en alcool plus elevee, qu'elles sont 
insolubles dans 1' alcool pur, qu'elles possedent des titres 
YW et USP respectivement dans un rapport egal au moins 
h 2, notamment d'au moins 3, avantageusement super ieur 
10 a 6, voire a 10, avec une activite YW superieure a 200 ui/mg, 
avantageusement superieure h 250- ui/mg,qu' elles sont cons- 
titutes par une majeure partie d'especes de poids molecu- 
laire d' environ 2000 a environ 0000 daltons, ce qui 
correspond a des structures ayant de 8 a 4° motifs saccha- 
15 ridiques et qu'elles comprennent des chaines de MPS a motifs 
terminaux possedant la structure de base 2, 5-anhydro-D-manno 
dont la fonction alcool primaire en 6 est substitute ou 
non pas un groupe SO^ 

2# compositions selon la revendication 1, carac- 

20 terisees par le fait que le motif terminal repond a la 
formule : 

CHJOR, 




dans laquelle R 1 represente un groupement fonctionnel choisi 
notamment parmi des groupements aldehyde, alcool ou acide 
25 carboxylique ou leurs derives, notamment les acetals, amides, 
ethers, esters ou sels correspondants, et R 2 represente un 
atome d'hydrogene ou un groupe -S0~. 

3, Compositions selon la revendication 2, carac- 

terisees par le fait que Rj est un groupe aldehyde, acide 
30 carboxylique ou alcool, ce qui correspond respectivement a 
des motifs terminaux ayant la structure de base du 
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2,S-anhydro-D-mannose, du 2, 5-anhydro-D-mannitol et 
de l'acide 2 , 5-anhydro-D-mannonique . 

4 Precede pour 1'obtention de mucopolysaccharides 

possedant un activite anti-Xa (YW) elevee et un rapport 
YW/USP d'au moins 2, par depolymerisation de 1'heparine 
a 1' aide d'un agent chimique, caracterise par le fait 
qu'on soumet de 1'heparine constitue de mucopolysaccharides 
ayant des poids moleculaires s'etageant d' environ 2COO 
a 5OO00, a l'action menagee d'un agent de depolymeri- 
sation, capables de depolymeriser, ou fragmented les 
chalnes hepariniques, en particulier, a Paction de l'acide 
nitreux, cette reaction etant r*alisee dans des conditions 
aiustees afin de permettre 1'obtention d'une depolymerisa- 
tion partielle du materiau de depart conduisant a un me- 
lange forme en majeure partie de produits ayant des titres 
YW et USP dans un rapport superieur a 2, en particulier 
d'au moins 3, de preference superieur a 6,voire a 10,compor- 
tant des motifs reducteursterminaux de' structure 2,5-anhydro- 
D-mannose 




et, lorsque le degre de depolymerisation est atteint, on 
separe du milieu reactionnel les produits qui sont preci- 
pi tables par un solvant organique et on les recupere. 
5. Precede selon la revendication 4, caracterise par 

le fait que la reaction de depolymerisation est realisee 
en milieu aqueux et que l'acide nitreux est forme in situ 
par addition de quantites control^es d'vn acide a un. derive d'un 
sel mineral de l'acide nitreux, notamment un sel alcalin 
ou alcalinoterreux. 

6 Precede selon la revendication 5, caracterise en 

ce que le sel mineral de l'acide nitreux est du nitrite de 
sodium. 
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7. Procede selon la revendication 6, caracte- 

rise par le fait que l'acide nitreux est forme in situ 
par addition au nitrite de sodium d'un acide possedant des 
anions physiologiquement acceptables, tels que l'acide 
acetique et de preference l'acide chlorhydrique. 
g> Procede selon l'une quelconque des revendi- 

cations 5 a 7, caracterise par le fait que la-concentration 
finale en heparine est avantageusement de 1 a 10 g, de 
preference de 1,5 a 5 g, et notamment voisine de 2 g pour 
100 ml de milieu reactionnel, la concentration finale en 
nitrite de sodium pouvant varier de 0,02M a 0,1M et etant de 
preference de 0,05M environ. 

9> Procede selon la revendication 7 ou 8, carac- 

terise par le fait que, pour former in situ l'acide nitreux, 
on ajoute de l'acide chlorhydrique, en quantite controls 
et suffisante pour l'obtention d'un pH de l'ordre de 2 a 3, 
avantageusement de 2,2 a 2,7 de preference de 2,5. 
10- Procede selon l'une quelconque des revendi cations 

4 a 9, caracterise par le fait qu'on opere a une tempera- 
ture de l'ordre de O a 10 6 C, de preference de 4»C, pendant 
une duree suffisante pour l'obtention du degre de depoly- 
merisation desire, cette duree etant d' environ 10 mn 
lorsqu'on opere a 4°C. 

u> Procede selon l'une quelconque des revendica- 

tions 4 a 10, caracterise par le fait qu'on interrompt 
la depolymerisation en augmentant le pH du milieu reaction- 
nel par addition d'un agent alcalin, jusqu'a des valeurs 
voisines de la neutralite ou legerement alcalines. 
12> Procede selon l'une quelconque des revendications 

4 a 11, caracterise par le fait que, pour recuperer 
les produits recherche s a groupements terminaux 2,5- 
anhydro-D-mannose, on ajoute de l'alcool au milieu reaction- 
nel, avantageusement a raison d' environ au moins 5 volumes 
par rapport au volume de ce milieu, et 1 ' on recupere le 
precipite forme. 

l3< procede selon l'une quelconque des revendi- 



0037319 



24 

cations 4 a 12, caracterise par l'etape supplemental^ 
selon laquelle on transforme les groupes terrain aux de 
structure 2, 5-anhydro-D-mannose en groupes de structure 2,5- 
anhydro-D-mannitol, par reduction a l'aide d'un agent re- 
ducteur choisi parmi ceux utilises habituellernent pour 
la transformation des groupes aldehyde en groupes alcool, 
en part iculier par un borohydrure metallique, et l'on 
recupere les produits reduits obtenus.. 
14> Procede selon l'une quelconque des revendi- 

cations 4 k 13, caracterise par l'etape supplemental^ selon 
laquelle on transforme les groupes terminaux de structure 
2, 5-anhydro-D-mannose en groupes de structure acide 
2,5-D-anhydro-mannonic en soumettant les produits mucopo- 
lysaccharidiques a 1' action d'un agent d'oxydation choisi 
parmi ceux utilises habituellernent pour la transformation 
des groupes aldehyde en groupes acide. 
15 . Medicament, caracterises par le fait qu'ils 

comprennent une quantite efficace d'au moins une composi- 
tion selon l'une quelconque des revendications la .3 en 
association avec un vehicule pharmaceutique . 
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